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Interferon Regulatory Factor (IRF)ファミリーは、インターフェロン(IFN)や IFN応答遺伝
子の発現を調節する転写因子群である。このうち IRF-3は、恒常的に細胞質に発現して
おり、ウイルス感染に際して産生される I型-インターフェロン（I型-IFN）の転写誘導
に必須の因子である。 IRF-3 はウイルス感染によって活性化された IRF-3 kinase 
(IKKepsilon/TBK1)によってリン酸化を受け, ２量体化後、コアクティベータである





1) bacteria two-hybrid systemを用いたIRF-3と会合する分子の同定：baitにIRF-3、preyに
HeLa細胞のcDNA libraryを使用し 4.3×10６個のコロニーをスクリーニングした。 
2) in vitro での IRF-3 と CypB の会合の証明：スクリーニングにより同定された CypB
と、IRF-3との in vitroでの会合を GST-pull down assayにて確認した。また、両者の
どの領域が会合に重要であるかを、IRF-3のdeletion mutantとCypBの酵素活性mutant
を作成し、同じく GST-pull down assayにて検討した。 
3) in vivoでの IRF-3と CypBの会合の証明： HT1080細胞（ヒト fibrosarcoma cell line）
に Newcastle disease virus (NDV)を感染させ、１０分後、３０分後に回収した細胞の
全抽出液を用いて抗 IRF-3 抗体にて免疫沈降を行った。Cyclophilin B の RNA 干渉
(RNAi)によるノックダウン：HT1080 細胞に Lipofectamine2000 を用いて、CypB 特
異的 siRNAを導入し CypB発現を抑制した。以下の実験にはこの CypBをノックダ
ウンした細胞抽出液を使用した。 
4) IRF-3活性化における CypBの役割：NDV感染によって起こる IRF-3のリン酸化は、
IRF-3 C末端に対する抗体やリン酸化 IRF-3に特異的な抗体を用いて、ウエスタンブ
ロッティングにて検討した。NDV 感染によって起こる IRF-3 の２量体化は Native 
PAGE assayにて、IRF-3のコアクティベータとの会合や IRF-3の標的遺伝子への結
合は Electrophoretic mobility shift assay（EMSA）とクロマチン免疫沈降法（ChIP）に
て検討した。 
5) IFNβ産生：NDV感染後の細胞培養液上清中の IFNβ量を ELISAにて測定した。 
 
結果 
1) bacteria two-hybrid systemを用いた IRF-3と会合する分子の同定：スクリーニングの
結果、cis-trans peptidyl-prolyl isomerase (PPIase) 活性をもつ immunophilinの一つであ
る Cyclophilin B (CypB)が同定された。 
2) in vitroでの IRF-3と CypBの会合の証明：GST-pull downの結果から、両者の結合に
は IRF-3の autoinhibition domainと CypBの PPIase domainが必要であることが明ら
かとなった。 
3) in vivoでの IRF-3と CypB会合の証明：NDV感染１０分後の免疫沈降の結果より in 
vivoで実際に IRF-3と CypBが会合していることが証明された。 
4) IRF-3活性化における CypBの役割： CypBをノックダウンした細胞の IRF-3はウイ
ルス感染時に活性化型と不活性型の中間の移動度を示し、リン酸化も阻害されてい
た。また IRF-3 の２量体化が阻害され、IRF-3 のコアクティベータとの会合及び標
的遺伝子への結合が阻害されていた。 




今回の研究により、新たに IRF-3 と結合する蛋白質として、CypB が単離され、両者の
結合には IRF-3の autoinhibition domainと CypBの PPIase domainが必要であることが明
らかとなった。CypB の PPIase 活性は、タンパクの folding などに重要であるという報
告や、CypBと同じ immunophilinのメンバーである FKBP52が IRF-4と会合しその構造
変化を通して活性化に関与しているとする報告がある。CypBと IRF-3の会合は NDV感
染１０分後で検出されることから、CypB はウイルス感染時の極めて早い段階で IRF-3
のリン酸化を引き起こす構造変化に関与し、引き続いて起こる２量体化、コアクティベ
ータとの会合、そして標的遺伝子への結合と転写活性化に必須の役割を果たしていると
考えられた。 
